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禽类性别鉴定核酸检测试剂盒（PCR法）
货号：AN2206001              规格：100T               保存：-20℃保存
产品简介：
本试剂盒可针对禽类（鹦形目、鸽形目、鸡形目、鹳形目、鹤形目及部分雁形目等）羽毛、血液及组织等样品中特异核酸片段进行扩增，包含抗抑制的2× Taq PCR Master Mix（含染料）及PCR所需的其他组分，采用PCR进行扩增，扩增产物可以直接进行琼脂糖凝胶电泳，以进行结果判定。
产品内容：
	试剂组分
	AN2206001-02（100T）

	检测试剂C
	1mL

	检测试剂D
	1mL

	检测试剂E
	100µL


储存条件：
-20℃条件下保存，有效期至少12个月。
样本处理：
参照三狮生物《动物基因组DNA快速提取试剂盒（PCR分析用）说明书》（货号：DP202）对样品进行处理，处理后的样品保存待用。
实验操作：
1. 样本制备（样本制备区）
请参照动物基因组DNA快速提取试剂盒（PCR分析用）说明书，或其他符合相关要求的核酸提取试剂盒/方法，对处理后的样品进行核酸提取。提取的样品核酸尽量及时进行检测，放置于冰盒中，否则于4℃或-20℃保存。
2. 配制反应体系（加样区）
2.1 按样本数量配制反应液，具体配制方法如下：分别吸取（n× 7.5µL检测试剂C+n× 10µL检测试剂D+n× 1µL检测试剂E）加入洁净离心管中，移液器吹吸充分混匀，分装至0.2mL PCR管（离心管）中，每孔18µL（如样本过多，可提前预制，于2~8℃短暂保存，2小时内使用）。
2.2 然后向反应液中依次添加2μL提取的样本核酸，盖好管盖，做好记录，每个反应总体积为20μL。充分混匀，离心30秒后在PCR仪上进行扩增实验。
3. PCR扩增（扩增及产物分析区）
94℃预变性3分钟；94℃变性30秒，50℃退火45秒，72℃延伸50秒，共32个循环；72℃延伸8分钟；4℃保存。扩增产物先放置于4℃（-20℃约5分钟）条件下充分冷却（15分钟）。
4. 琼脂糖凝胶电泳（以水平电泳琼脂糖凝胶制备为例）
4.1 根据制胶量及凝胶浓度（1%~1.5%），量取一定量的电泳缓冲液（TAE或TBE，货号分别为DA001或DA002，或满足要求的同等品牌产品），倒入三角锥形瓶中。
注：制胶缓冲液和电泳缓冲液需一致。
4.2 准确称量琼脂糖（货号为DA003，或满足要求的同等品牌产品），小心加入三角锥形瓶中。在锥形瓶的瓶口盖上牛皮纸或封口膜，置于微波炉中加热溶解。加热至溶液沸腾后，请戴上防热手套，小心晃动锥形瓶，如此重复数次，直至琼脂糖完全溶解。
注：琼脂糖溶解过程采用多次短暂沸腾的方法，避免溶液过热暴沸。保证琼脂糖充分完全溶解，以免造成电泳图像模糊不清。
4.3 在充分溶解的琼脂糖里加入核酸染料（货号为DA004，或满足要求的同等品牌产品）。
4.4 将琼脂糖溶液倒入制胶模中，在适当位置处插上梳子。凝胶厚度一般在3~5mm之间。
4.5 室温下待胶凝固（大约30分钟~1小时），小心拔出梳子，将凝胶置于事前加入电泳缓冲液的电泳槽中，保证电泳缓冲液没过凝胶。
4.6 取5μL DNA Marker（货号为DA005，或满足要求的同等品牌产品）以及10μL经瞬时离心冷却后的扩增产物，分别加入凝胶的各个点样孔中，所有样本点样完成后，静置2分钟后，接通电泳槽电源，根据实际情况设置电压（70~120V）及电泳时间（20-30分钟）。
5. 结果判定
5.1 样本检测结果在700bp左右出现一条扩增条带，则判定为雄性。
5.2 样本检测结果在700bp及400bp左右出现两条扩增条带（或仅在400bp左右出现一条扩增条带）。
5.3 样本检测结果无扩增条带，表明样本中未检测出禽类性别鉴定特异性基因，建议重新进行样本核酸提取及扩增检测，或及时与厂家技术人员联系。
注意事项：
1）为了防止污染，实验需要严格进行分区操作，分区之间最好进行物理性隔离，避免人为因素造成交叉污染。实验过程中穿戴工作服和乳胶手套，不同区域独立使用工具，需更换手套和实验服。
2）试剂使用前要完全解冻，但应避免反复冻融。试剂配制和加样等步骤请严格按照说明书要求进行操作。操作台、离心机及移液器等仪器应定期使用含氯消毒剂、消毒酒精、核酸污染清除剂或紫外灯进行消毒。
3）PCR反应结束后，切勿立即开盖，充分冷却后再开盖取样，最大程度避免气溶胶污染。
4）本试剂盒仅用于部分非平胸鸟（禽）类特异性基因扩增，涉及的其他产品请详询三狮生物。本品仅供科学研究，不用于临床诊断等其他用途。
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